

15. Tecnologie del DNA ricombinante (parte 2) 

•Vettori di espressione 

• Espressione di proteine ricombinanti 

• Trasfezione 

• Vettori virali 

• Etichettatura proteine 

• Insulina ricombinante 

• Vaccino ricombinante virus epatite B 

• Ricapitolazione ed esempi 
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Vettore di espressione e' un vettore che ha un promotore per 
promuovere la sintesi mRNA. 

Gene di interesse clonato a valle del promotore, si produce la 
proteina corrispondente, che può 7 essere visualizzata, isolata, 
studiata 

A destra: utilizzo di un vettore di espressione con un promotore 
inducibile dalla temperatura. A 25°C non si ha espressione, a 
42°C si ha espressione della proteina di interesse con livelli 
crescenti nel tempo 




Gene di intresse ad esempio sconosciuto. 

Abbiamo pero' anticorpo contro una data proteina. 

Espressione delle diverse proteine possibili in library di cDNA. 

Trasferimento proteine su nitrocellulosa, fissate in spot 
corrispondenti alle singole colonie batteriche, anticorpo permette 
di identificare clone che produce la proteina di interesse 
riconosciuta dall'anticorpo 

E' possibile cosi' isolare il clone che contiene il gene 
corrispondente alla proteina di interesse 




Trasformazione in cellule eucariotiche viene detta trasfezione 

I palsmidi utilizzati possono rimanere in forma episomale, o 
possono integrarsi 




Plasmide prodotto e manipolato in batteri. Una volta pronto, 
viene utilizzato per la trasfezione di cellule eucariotiche 



Si possono utilizzare dei virus come vettori per introdurre 
materiale genetico in cellule eucariotiche. 

In tal caso si parla di trasduzione 

Plasmide prodotto in batteri, utilizzato per trasduzione cellule 
eucariotiche. 

Cellule trasdotte producono particelle virali ricombinanti, che 
infettano efficacemente altre cellule, permettendo produzione 
massiva ed espressione del gene di interesse 




Vettori virali possono essere utilizzati per la terapia genica 
(sperimentale, oggetto di studio) 

Vettore virale viene preparato rimuovendo geni virali ed 
introducendo geni di interesse 

Virus "helper" permette produzione di particelle virali che 
contengono il genoma virale modificato 

I vettori virali così preparati vengono utilizzati per infettare 
organo/ tessuto in vivo 
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Diversi tipi di virus possono essere utilizzati per costruire vettori 

Retrovirus, adenovirus, poxvirus, herpes, AAV (adeno associated 
virus), ecc. 
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Come eseguire taglio nel DNA in punto specifico? 

Sperimentazione, Zinc Finger Nucleases 

Associazione fra una endonucleasi, e delle zinc finger, che si 
legano a specifica sequenza target 

Nucleasi funziona in forma dimerica, quindi solo se entrambe si 
legano al sito bersaglio 




Possibilità: 
Interruzione gene 
Inserzione 
Grandi delezioni 
Correzione del gene 
Inserzione di un transgene 
Inserzione di transgeni multipli 




Proteine di fusione. 

Ad una proteina oggetto di studio, può essere aggiunto un 
dominio riconosciuto da un anticorpo 

Tag, o etichetta 




Possibile aggiungere una coda di istidine a proteina da purificare 
Possibile purificazione su una colonna di Ni-NTA 
Proteina marcata si lega, altre proteine vengono lavate vie 
Proteina viene poi recuperata con imidazolo 




Sistema del doppio ibrido 

Per studiare interazione fra proteina A e proteina B 

Si lega a dominio 1 e 2 di proteine regolatrici di lievito che 
stimolano trascrizione 

I due domini di lievito possono agire solo se i prodotti di fusione 
A e B interagiscono fra loro 




Proteine possono essere "marcate" utilizzando domini che 
attivano fluorescenza 

Se stimolate ad una specifica lunghezza d'onda, emettono 
fluorescenza 




Proteina fluoresente come GFP può essere utilizzata come 
reporter o come segnale per studiare ad esempio regolazione 




Trasferimento di energia fra fluorof ori diversi 

No interazione, luminescenza riflessa 

Interazione, passaggio di energia dal primo al secondo 
fluorof oro, luminescenza diversa 




Trasferimento di energia fra fluorof ori diversi 

No interazione, luminescenza riflessa 

Interazione, passaggio di energia dal primo al secondo 
fluorof oro, luminescenza diversa 




Insulina molecola complessa. 

Prodotta da cellule Langerhans nel pancreas 

Gene contiene introni ed esoni, viene processato, splicing, 
produzione di pre-proinsulina, con regione leader, e catene A, B e 
C 

Pre-proinsulina diventa pre-insulina dopo rimozione sequenza 
leader ad N-terminale; formazione ponti di solfuro 

Infine, rimozione catena C, formazione molecola di insulina con 
catena A e B legate da ponti di solfuro 

Le due catene possono essere separate da agenti riducenti, che 
tagliano i legami S-S 

Se possono essere separate, e' possibile allora metterle assieme 
usando agenti riducenti che formano legami S-S 
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Scopi clinici: ad esempio produrre molecole di interesse 
terapeutico, come insulina 

Si clona gene in batteri, che la producono a costi inferiori, senza 
rischi di includere altri patogeni, ecc. 




In batteri, prodotte separatamente catene A e catene B finali. 

Vengono mescolate, trattate con agenti riducenti, si forma 
insulina finale. 

Prodotto ricombinante, utilizzabile per terapia 




Altro esempio, produzione vaccino 

Vaccino ricombinante virus epatite B 

Studi hanno mostrato che proteina HBsAg, presente 
sull'involucro del virus, viene attaccata da anticorpi 
neutralizzanti, che bloccano l'infettività 7 del virus 

Gene per HBsAg clonato in lievito (eucariote, glicosilazione e 
altre modificazioni che batteri non sono in grado di effettuare) 

Si usa ceppo di lievito che ha gene per leucina mutato, non cresce 
se manca leucina 

Plasmide contiene gene per la leucina, quindi solo cellule di 
lievito trasformato possono crescere in assenza di leucina 

Cellule che sopravvivono producono HBsAg. Isolate, fatte 
crescere in fermentatori, lisate, proteina del virus viene purificata 
ed utilizzata per vaccino ricombinante 
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Vaccini ricombinanti 

Vettori virali. Si inserisce gene di un agente infettivo patogeno, in 
un virus non patogeno. 

Virus infetta, risposta immunitaria anche contro proteina agente 
infettivo patogeno 




Esempi: SARS (severe acute respiratory syndrome) 




Primer da sequenze consenso gene polimerasi (generalmente il più' 
conservato) di diversi coronavirus 

Prodotti PCR sequenziati, possibile primer specifici per il SARS-CoV 
da usare per diagnostica 



SARS-CoV: analisi filogenetica 



Group 1 




Ksiazek T. et al, 2003. New Engi J Med. 
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Analisi di sequenza mostra che il SARS-CoV non ha una 
hemagglutinina (come i coronavirus di gruppo 2), e ha una proteinasi 
simil-papaina (come i coronavirus di gruppo 3). 

Appartiene pertanto ad un nuovo gruppo di coronavirus. 

Il SARS-CoV non e' ne un mutante che ha cambiato tropismo 
adattandosi a nuovi ospiti, ne un ricombinante fra coronavirus noti. 

Si tratta di una nuova specie, sconosciuta. 



Coronavirus provocano gravi epidemie respiratorie oppure 
gastrointestinali in allevamenti, in particolare suini. 

Nell'uomo, ceppi noti provocano raffreddore 

30% dovuti a CoV, 50% ai 100 rhino virus, 20% a influenza e virus 
parainfluenzali 



Analisi sierologica in popolazione umana mostra assenza anticorpi 
contro questo virus: evidente quindi che si tratta di un nuovo virus, 
che prima non infettava l'uomo 



Passaggio all'uomo evento casuale determinato da circostanze 




A) DRIFTS: 

Mutazioni puntiformi, RNA polimerasi virus non ha attività proof reading 

Piccoli cambiamenti antigenici sufficienti ad introdurre variazioni nel 
virus, che sfugge al controllo del sistema immunitario rispetto al ceppo 
influenzale della stagione precedente 

B) Ricombinazione 

C) SHIFT 

Riasosrtimento genetico fra virus animali ed umani, producono nuove 
varianti virali. Necessaria coinfezione della stessa cellula. Riassortimento 
facilitato da presenza di genoma virale segmentato 

I 3 meccanismi non sono indipendenti e mutualmente esclusivi, ma 
lavorano insieme per originare nuove varianti virali 

Riassortimento fra ceppo umano e aviario alla base di pandemie (1888, 
1957 asiatica, 1968 hong-kong) 

Virus a RNA mutano più rapidamente, e presenza diverse varianti facilita 
selezione ceppi più adatti nel caso di salto di specie 




Influenza spagnola del 1918 

Stime piu r ottimistiche riportano 20 milioni di morti. Altre, più 7 recenti, 5 
volte di più'. 

100 milioni di morti => Yl% della popolazione mondiale dell'epoca 
Equivalente a 2 volte la mortalità da AIDS negli ultimi 20 anni 
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Perche' cosi' virulento? Solo a partire dalla fine degli anni 90, si e' studiato quel virus. Grazie a 
sviluppo PCR, e analisi RNA virale da vittime sepolte in alaska nel permafrost (articolo su science, 
1997) e da campioni bioptici fissati in formalina. 

Analisi molecolari mostrano che virus 1918 e' rimasto parecchio tempo fra uccelli, maiali e uomo, 
adattandosi fino a che condizioni particolari, militari e guerra, ne provocano diffusione pandemia 
letale. Probabilmente originatosi nel 1900, lunga fase incubazione e adattamento 



Nel 2005, paper su nature riporta studio nel quale, dai dati di sequenza, e' stato ricostruito virus 1918 
flu. Utilizzato per studiare la patogenesi nei topi 

Risultati indicano che solo dopo 4 giorni, si originano 40mila volte più' particelle virali rispetto ad un 
virus influenzale "normale". Terribilmente letale. 

Studi di sequenza indicano inoltre che il virus 1918 flu sembra essere interamente derivato da un 
antenato aviario. Tutti i 9 geni sequenziati di origine aviaria, nessuno infettava l'uomo 

Informazioni fondamentali per capire come si e' originato, per identificare ceppi che potrebbero 
causare nuova terribile pandemia, per mettere a punto farmaci e vaccini adatti. 

Altri invece preoccupati per resurrezione di un virus altamente contagioso e pericoloso. Inoltre 
pubblicazione sequenza fornisce informazioni preziose a malitenzionati, bioterrorismo 
(personalmente penso difficile ricreare virus in una grotta afgana...). Comunque rischio possa 
sfuggire... 

Recentemente ceppo asiatica del 57 distribuito per errore a network mondiale per controllo influenza! 

Rischio relativo, 1918 e' H1, e virus umani sono per la maggior parte H1, parziale protezione 
immunitaria 



DNA mitocondria 



l'Uomo di Neanderthal 



Sequencing Neanderthal's mtDNA 




ttbf» ftmg m fama ala* 



• mtDNA from the bone of Neanderthal is used because it 
is up to 1 .OOOx more abundant than nuclear DNA 

• DNA decay overtime and only a small amount 

of ancient DNA can be recovered (upper limit: 100,000 
years) 
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Esempio studi analisi filogenetica, homo sapiens e neanderthal 
Due specie di homo separate, o si sono "fuse" in un'unica specie? 




Separazione fra sapiens e neanderthal circa 400k anni fa. 

Analisi DNA mitocondriale mostra che nel DNA degli uomini moderni non c'è DNA mitocondriale di 
uomini di neanderthal 




Homo erectus originato in africa, migrato in altri continenti 

Homo sapiens si è originato per evoluzione parallela nelle diverse regioni geografiche, a partire 
dall'homo erectus? 

Analisi reperti falsifica questa ipotesi 

Uomo moderno si è evoluto a partire da homo erectus africano. Quindi sapiens originato in africa 
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Homo erectus originato in africa, migrato in altri continenti 

Homo sapiens si è originato per evoluzione parallela nelle diverse regioni geografiche, a partire 
dall'homo erectus? 

Analisi reperti falsifica questa ipotesi 

Uomo moderno si è evoluto a partire da homo erectus africano. Quindi sapiens originato in africa 



Analisi microsatelliti 



Neighborjoining 
tree for 14 human 
populations 
genotyped with 30 
microsatellite loci. 
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Homo erectus originato in africa, migrato in altri continenti 

Homo sapiens si è originato per evoluzione parallela nelle diverse regioni geografiche, a partire 
dall'homo erectus? 

Analisi reperti falsifica questa ipotesi 

Uomo moderno si è evoluto a partire da homo erectus africano. Quindi sapiens originato in africa 




Homo erectus originato in africa, migrato in altri continenti 

Homo sapiens si è originato per evoluzione parallela nelle diverse regioni geografiche, a partire 
dall'homo erectus? 

Analisi reperti falsifica questa ipotesi 

Uomo moderno si è evoluto a partire da homo erectus africano. Quindi sapiens originato in africa 
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Complementazione . 

Proteina fluorescente divisa in due domini, non fluiorescenti 

Fluorescenza ritorna quando i due domini si riassociano. Questo 
possibile solo se i prodotti ai quali sono fusi (proteina A e 
proteina B) interagiscono fra di loro 




Rosso: golgina 

Verde: interazione BiFC 

Hoechst: colorazione nucleo 




Rosso: RAB7, late endosomes 
Verde: fluorescenza bifc 
Azzurro: nucleo 

Giallo: colocalizzazione BiFC in late endosomes 



